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Transfert de genes dans les motoneurones medullaires 
au moyen de vecteurs adenoviraux 

La presente invention concenne le domaine de la therapie genique. Elle conceme 
plus particulierement une nouvelle methode de traitement des pathologies du systeme 
5 nerveux par transfert de genes dans les motoneurones medullaires au moyen de vecteurs 
adenoviraux. 

La therapie genique et l\itilisation de virus modifies comme vecteurs pour les 
maladies neurodegeneratives constituent des nouvelles approches th6rapeutiques 
particulierement promotteuses. Parmi les virus utilises a cet effet dans Tart anterieur, on 

10 peut citer en particulier les adenovirus (Le Gal La Salle et al., Science 259, 988-990), les 
virus de l'herpes, les virus adeno-associes et les retrovirus. Les etudes decrites dans Tart 
anterieur montrent que ces vecteurs, et en particulier les adenovirus, sont capables 
tfinfecter avec une tres grande efficacite les cellules du systeme nerveux central. Ces 
resultats permettent ainsi de mettre au point des methodes de traitement des pathologies 

15 du systeme nerveux central par injection directe au niveau du systeme nerveux central 
(en particulier par stereotaxie) d'adenovirus recombinants comprenant un gene 
therapeutique. 

Concernant la moelle epiniere, dans le cadre de certaines maladies 
neurodegeneratives ou de traumatismes, la therapie genique pourrait egalement 
20 permettre de lutter contre la degenerescence des neurones moteurs (motoneurones) en 
apportant certains genes cod ant par exemple pour des facteurs de croissance. 
Neanmoins, ces applications sont encore limitees par Fabsence de methode simple 
permettant de transferer specifiquement un gene au niveau de la moelle. La presente 
invention permet de remedier a ce probleme. 

25 La presente invention d6crit en effet une methode particulierement efficace pour 

le transfert selectif de genes dans la moelle. La presente invention decoule en particulier 
de la demonstration qu'il est possible de transferer specifiquement un gene au niveau des 
motoneurones par administration, au niveau du muscle, d'un vecteur adenoviral 
incorporant ledit gene. En effet, la demanderesse a maintenant montre que, de maniere 

30 particulierement avantageuse, les adenovirus sont absorbes au niveau des jonctions 
neuromusculaires (plaques motrices), et achemines jusqu'aux corps cellulaires des 
motoneurones (come ventrale de la moelle epiniere) par transport retrograde le long des 
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medullaire qu'il s'averera opportun d'infecter un ou plusieurs muscles connus pour etre 
innerves par 1'etage en question peuvent ainsi etre choisis. 

L'administration intramusculaire d'adfaiovirus peut etre realisee de differentes 
manieres. Selon un premier mode de realisation, elle est pratiquee par injection en 
5 plusieurs points d'un meme muscle de f agon a concerner un tres grand nombre de plaques 
motrices. Ce mode de realisation est particulidrement efficace lorsque le point d'insertion 
du nerf dans le muscle consider^ n'est pas identifiable. Lorsque le point d'insertion du 
nerf est reperable, radministration est avantageusement realisee par une ou plusieurs 
injections au niveau ou proche(s) dudit point Selon ce mode de realisation, l'efficacit6 du 
10 transfert est plus grande car une proportion elevee de vecteur administree est absorbee 
au niveau de la jonction neuromusculaire. 

Dans un premier mode prefer^ de mise en oeuvre de la presente invention, 
Tadministration intramusculaire est realisee par injections en plusieurs points d'un meme 
muscle. 

15 Dans un autre mode prefere de mise en oeuvre de la presente invention, 

Tadministration intramusculaire est realisee par injection(s) au niveau ou proche(s) du 
point d'insertion du nerf. 

Selon un objet particulier, l'invention concerne I'utilisation d'un adenovirus 
recombinant comprenant dans son genome un acide nucleique d'interet pour la 
20 preparation d'une composition phaimaceutique destinee au transfert dudit acide 
nucleique dans les motoneurones medullaires cervicaux par administration dans les 
muscles des membres superieurs (exemple : biceps, triceps). 

Selon un autre objet particulier, Tinvention concerne Tutilisation d'un adenovirus 
recombinant comprenant dans son genome un acide nucleique d'interet pour la 
25 preparation d'une composition pharmaceutique destinee au transfert dudit acide 
nucleique dans les motoneurones medullaires thoraciques par administration dans les 
muscles du thorax (ex. pectoraux). 

Toujours selon un objet particulier, Tinvention concerne l'utilisation d'un 
adenovirus recombinant comprenant dans son g&iome un acide nucleique d'interet pour 
30 la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au transfert dudit acide 
nucleique dans les motoneurones medullaires lombaire et/ou sacre par administration 
dans les muscles des membres inferieurs (gastrocnfemien par exerhple). 
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plusieurs bases dans le ou les genes consideres. De telles modifications peuvent etre 
obtenues in vitro (sur de l'ADN isole) ou in situ, par exemple, au moyens des techniques 
du gfenie genetique, ou encore par traitement au moyen d'agents mutagenes. 
Avantageusement, le g6nome de l'adenovirus utilise est depourvu d'une partie de la 
5 legion El correspondant aux residus 454 a 3328 (fragment PvuII-BgUI) ou 382 a 3446 
(fragment HinfE-Sau3 A) . 

Selon un mode de realisation particulierement avantageux, le genome de 
l'adenovirus utilise est egalement depourvu de tout ou partie de la region E3 et/ou E4. La 
demanderesse a maintenant montre qu'U est possible de cohstruire des vecteurs portant 
10 ces differents types de deletions. Ces deletions supplementaires permettent d'accroitre la 
sScurite du vecteur et d'augmenter sa capacite. 

L'acide nucleique d'interet peut etre insert en differents sites du genome de 
l'adenovirus. Avantageusement, il est insere au niveau de la region El, E3 ou E4. 
Cependant, il est clair que d'autres sites peuvent etre utilises. En particulier, l'acces a la 
15 sequence nucleotidique du genome permet a 1'homme du metier d'identifier ou de creer 
des sites de restriction utilisables a cet effet 

Les adenovirus recombinants defectifs selon Tinvention peuvent etre prepares 
par toute technique connue de ITiomme du m6tier (Levrero et al„ Gene 101 (1991) 195, 
EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particulier, ils peuvent etre prepares 

20 par recornbinaison homologue entre un adenovirus et un plasmide portant entre autre la 
sequence d'ADN d'interet. La recornbinaison homologue se produit apres co-transfection 
desdits adenovirus et plasmide dans une lignee cellulaire appropriee. La lignee cellulaire 
utilisee doit de preference (i) etre transformable par lesdits Elements, et (ii), comporter 
les sequences capables de complementer la partie du genome de l'adenovirus defectif, de 

25 preference sous forme integree pour eviter les risques de recornbinaison. A titre 
d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee de rein embryonnaire humain 293 
(Graham et al., J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui contient notamment, integree dans son 
genome, la partie gauche du genome d'un ad6novirus Ad5 (12 %). 

Une premiere methode consiste a transfecter TADN du virus recombinant 
30 (defectif) prepare in vitro dans une lignee cellulaire cornpetente, c'est-a-dire portant en 
trans toutes les fonctions necessaires a la complementation du virus dfefectif. Ces 
fonctions sont preferentiellement integrees dans le genome de la cellule, ce qui reduit les 
risques de recornbinaison, et confere une stabilite accrue a la lignee cellulaire. Dans le cas 
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^adenovirus dans lesquels seule la region El est defiriente, la lignee preferee est la 
lignee 293. 

Une seconde approche consiste a co-transfecter dans une lignee cellulaire 
apppropriee l'ADN du virus recombinant defectif prepare in vitro et l'ADN d'un ou de 
5 plusieurs vims ou plasmide helper. Selon cette methode, il n'est pas necessaire de 
disposer d'une lignee cellulaire competente capable de complementer toutes les fonctions 
defectives de l'adenovirus recombinant Une partie de ces fonctions est en effet 
complement^ par le ou les virus helper. Ce ou ces virus helper sont eux-memes 
defectifs. 

10 Des strategies de construction de vecteurs derives des adenovirus ont 

egalement ete decrites dans les demandes n° FR93/05954 et FR93/08596. 

Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon 
les techniques classiques de biologie moleculaire, comme illustre dans les exemples. 

Pour leur utilisation selon la presente invention, les adenovirus sont 
15 preferentiellement associes aunou des vehicules pharmaceutiquement acceptables pour 
une formulation injectable. II peut s'agir en particulier de solutions salines (phosphate 
monosodique, disodique, chlorure de sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou 
des melanges de tels sels), steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment 
lyophilisees, qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, 
20 permettent la constitution de solutes injectables. Les doses de virus utilisees pour 
l'administration peuvent etre adaptees en fonction de differents parametres, et notamment 
en fonction du site (muscle) d'administration considere, du nombre rfinjections, du gene a 
exprimer, ou encore de la duree du traitement recherchee. D*une maniere generale, les 
adenovirus recombinants selon Finvention sont formules et adrninistres sous forme de 
25 doses comprises entre 10 4 et 10 14 pfu, et de preference 10 6 a 10 10 pfu. Le terme pfu 
("plaque forming unit") correspond au pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est 
determine par infection d'une culture cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 
15 jours, du nombre de plages de cellules infectees. Les techniques de determination du 
titre pfu d'une solution virale sont bien documentees dans la litterature. 

30 Le procede selon la presente invention est particulierement avantageux pour le 

traitement des traumatismes meduUaires ou des maladies de degenerescence 
motoneuronale. Les traumatismes medullaires correspondent plus particulierement a des 
sections au niveau des motoneurones qui les privent de leurs afferences provenant des 
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centres superieurs et entrainent leur degenerescence. Le transfer! de genes cod ant des 
facteurs de croissance dans les motoneurones sous lesionnels par transport retrograde 
selon 1'invention offre maintenant la possibilite de reduire voire empecher cette 
degenerescence. S'agissant de neuropathies du motoneurone, on peut citer par exemple 
5 la sclerose laterale amyotrophique, les amyotrophies spinales de type I (maladie de 
Werdnig Hoffman) de type II ou III (maladie de Kugelberg-Welander), les amyotrophies 
spinales bulbaires (telles que la maladie de Kennedy). Le transfert de genes codant pour 
des facteurs de croissance ou autres molecules connues pour exercer un effet 
neurotrophique sur le motoneurone en d£gen6rescence selon la presente invention offre 

10 egalement une nouvelle voie pour le traitement de ce type de pathologies. L'efficacit6 du 
procedS de 1'invention peut en particulier etre mise en evidence sur modele animaux : 
modele de section partielle ou complete de la moeUe epiniere, souris Wobbler (modele 
animal d'etude de la sclerose laterale amyotrophique (Leestma J. E., Am. J. Pathol., 100, 
821-824)); souris mnd ("motoneurone degeneration" : modele animal d'etude de la 

15 sclerose laterale amyotrophique (Messer et al., 1992, Genomics, 18, 797-802)) ou souris 
pmn ("progressive motoneurone neuropathy" : module animal d'etude de la 
degenerescence motoneuronale lors du developpement), comme illustre dans les 
exemples. ^incorporation, la tolerance et l'inocuite pour lliomme peuvent etre testes sur 
des modeles in vitro de culture de neurones medullaires embryonn aires humains. 

20 A cet egard, l'acide nuclei que d'interet incorpore dans les vecteurs adenoviraux 

selon 1'invention code preferentiellement pour une substance neuroactive, c'est-a-dire 
capable d'exercer un effet benefique sur les cellules herveuses. II peut s'agir d'une 
substance capable de compenser un deficit en ou de reduire un exces dune substance 
endogene, ou egalement d'une substance conferant atix cellules des proprietfes nouvelles. 

25 D peut s'agir plus particulierement dun facteur de croissance, d'un facteur 
nexut)trophique, d'une cytokine, d'un neurotransmetteur ou encore d'une enzyme, ou d'un 
recepteur de neurotransmetteur ou d'hormone. 

Preferentiellement, parmi les facteurs de croissance, on peut citer les facteurs de 
stimulation des colonies (G-CSF, GM-CSF, M-CSF, CSF, etc), ou les facteurs de 

30 croissance des fibroblastes (FGFa, FGFb) ou des cellules vasculaires (VEGF). Parmi les 
facteurs neurotrophiques, les facteurs pref6r6s sont notamment le facteur neurotrophique 
ciliaire (CNTF), les facteurs de maturation des cellules gliales (GMFa,b) le GDNF, le 
BDNF, le NT3, le NT5, etc. Les cytokines prfeferees sont les interleukines et les 
interferons et, parmi les enzymes, on utilise preferentiellement les enzymes de 

35 biosynthese de neurotransmetteurs (tyrosine hydroxylase, acetyl choline transferase, 
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La prfcsente invention a Sgalement pour objet une methode pour le transfert 
decides nucleiques dans les motoneurones comprenant radministration musculaire d ! un 
vecteur adenoviral incoporant ledit acide nucl&que dans son genome. Preferentiellement, 
la methode selon l'invention est realisee par injection(s) en plusieurs points d'un meme 
5 muscle ou, lorsque le point d'insertion du nerf est reperable, par une ou plusieurs 
injections au niveau ou proche(s) dudit point 

La presente invention sera decrite plus en detail a l'aide des exernples qui suivent, 
qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Legende des figures 

io Figure 1 (Photo a): 

Marquage B-Galactosidase de coupes longitudinales (50 \im) de moelle epiniere 
de rat au niveau lombaire, apres injection intramusculaire d'adenovirus B-Galactosidase 
dans le muscle gastrocnemien. 

- marquage diffus de nombreux corps cellulaires motoneuronaux (A). 
15 - marquage plus intense de quelques motoneurones au niveau du corps cellulaire et des 
neurites, mettant en evidence la morphologie typique des motoneurones (▲). 

Figure 2 ( Photo B): idem A, grossissement superieur. 

Marquage 8-Galactosidase de coupes longitudinales (50 \irn) de moelle epiniere 
de rat au niveau lombaire, apres injection intramusculaire d'adenovirus 8-Galactosidase 
20 dans le muscle gastrocnemien. 

Figure 3 (Photo C): 

Co-marquage B-Galaaosidase-Immunocytochimie "Calcitonin Gene Related 
Peptide" (CGRP) de coupes longitudinales (50 \vn) de moelle epiniere de rat au niveau 
lombaire, aprSs injection intramusculaire d'adenovirus 8-Galactosidase dans le muscle 
25 gastrocnemien. 

Exernples 



L Injection de Tadenovirus b-Galactosidase dans le muscle gastrocnemien chez le rat 
intact ou chez le rat ayant subi une hemisection thoracique de l a moelle epiniere. 
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C« exemple dfcri. le wsitt du gtae b-pl n niveau des motoneurones 



ledit gene. 



. ,~ ♦ v*t,.rf e a ete realisee sur un modele de section partielle ou 
Plus particulierement, 1 etude a ete ream**; »ui 

, compl^mc^^^ 

motoneurones de leurs fences p ^ motoneurones 

degenerescence. L'administration a ete reansee ae 
sous lesionnels par transport retrograde. 

U vecreur edSnovta.1 uulise dans ce, exemple es. le vecreur 
vecreur es. depoum, des fences necessaues a sa rsplicauon. ma* comporte 
I^ eX-ea neces^s pour peneue, dans I. cUu.es infect* par celu, 

deTvl 0 porte piemen,, sous .e console du promos RSV. .e 8 e*e de UB 
adenovirus pu 6 ^ de ndfauvins reeombiranl defecuf 

Co U992. 626). B*— . I*-*- - " 

«L f «*. des re g )ons El et E3 ) obrenu par £ ™ 

e„ue ^adenovirus muran. Ad-dl324 (ndmrnappaya e, al.. Cell 31 (1982) 
20 plasmidepAd.RSVbGal(Akli eta). 1993). 

UplasmidepAd.RSVbGalconlient,dansl'onentaUon5->3, 

. le fagnren, Pvul. corresponds i MM* gauche de M«m. Ad5 
compr^r : tart*— FTR. I'orrgine de repncata,, Hs si^naux d^aps-da-on e, 

2S "•TT^TU- pour U b-galacosidase sous ,e con^e du promos RSV 
Acres linearisation par 1 enzyme ciai, re piaa»u« f 

Apres , ,. . oo^i nre^ence de ohosphate de calaum pour 

™ dl 324 sont co-transfectes dans la lignee 293 en presence aepnospn r 
30 dl324 sont co-iran* - adenovirus recombinants ainsi generes sont 

permetu.larecombmaxsonhomologue.Usadeno 

selectionnes par purificauon sur ^^ ^^ k m de 
recombinant est amplifie dans la bgnee cellulaire 293, ce qui co 
culture contenant Vadenovirus defect* recombinant non punfie ayant un titre denviron 
35 Toivl, Les particules vi.les sont ensuite purifiees par centrtfugation sur gradient 
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de chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham et aL, 
Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus a ensuite ete utilise sous forme purifiee dans une 
solution saline phosphate (PBS). 

Trois injections ^adenovirus Ad-RSV-b-Gal (10^ pfu par injection) ont ete 
5 pratiquees dans le muscle gastrocn6mien, juste aprds que I'animal ait subi (ou pas) une 
hemisection de la moelle epiniere (niveau thoracique bas, ayant pour effet de paralyser 
l'animal pour Tun de ses membres inferieurs). 9 \xL d'ad&iovirus sont injectes par point 
d'injection a la seringue Hamilton. 

Les animaux ont 6te sacrifies (perfusion 4% paraformaldehyde) quatre jours aprfes 
10 injection, temps minimum pour que le transport retrograde s'effectue du muscle a la 
moelle epiniere. Trois. blocs de moelle epiniere ont ete coupes longitudinalement aux 
niveaux cervical, thoracique et lombaire, en coupes de 50 mM d'epaisseur. Les coupes 
ont ete traitees pour la revelation de la B-Galactosidase permettant de mettre en evidence 
les cellules ayant ete infectees par le virus. Certaines coupes ont de plus subi une 
15 immunocytochimie anti-"Calcitonin Gene Related Peptide 11 (CGRP), permettant de 
marquer specifiquement les motoneurones. 

La B-Galactosidase a ete revelee a partir de son substrat, le X-Gal, et le produit 
de la reaction donne une coloration bleue. 

Le "Calcitonin Gene Related Peptide", CGRP, est un neurotransmetteur, 
20 marqueur specifique des motoneurones. D est rev616 par immunocytochimie avec un 
anticorps secondaire coup!6 & la peroxidase et comme substrat de l'enzyme la 
diaminobenzidine; le produit de la reaction donne une coloration marron. 

La revelation de la b-Galactosidase a permis de mettre en evidence la presence de 
motoneurones infectes, exclusivement au niveau lombaire, sous lesionnel dans le cas des 
25 rats hemisectionnes, et du cote correspondant k Tinjection. 

Deux types de marquage ont et£ obtenus, un marquage diffus du corps cellulaire 
d'un grand nombre de motoneurones, et un marquage plus intense du corps cellulaire et 
des neurites d'un nombre plus limite de motoneurones (photos A et B). Cette difference 
d'intensite de marquage est probablement due au fait que seulement quelques 
30 motoneurones, tr6s proches du site d'injection, ont pu absorber le virus de fagon intense. 

L'immunocytochimie anti-CGRP couplee & la revelation b-Galactosidase a permis 
de mettre en evidence par une double coloration que la quasi totality des corps cellulaires 
CGRP positifs (i.e. motoneurones) etaient infectes par le virus (photo C). 
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REVENDICATIONS 

1 Utilisation d'un adenovirus recombinant comprenant dans son genome un 
acide nucleique d'interet pour la preparation d'une composition P^™| 

estinee au transfert dudit acide nucleique dans les motoneurones medunau* 
5 cervicaux par adntinis*ation dans les muscles des membres ^neurs (exemple 
:biceps, triceps). 

2 Utilisation dun adenovirus recombinant comprenant dans son genome un 
acide nucleique d'interet pour la preparation d'une composition 

destinee au transfert dudit acide nucleique dans les motoneurones medullar 
,0 thoraciques par administration dans les muscles du thorax (ex. pectoraux). 

3 Utilisation d'un adenovirus recombinant comprenant dans son genome un 
acide nucleique d'interet pour la preparation d'une composition 

destinee au transfert dudit acide nucleique dans les motoneurones medullaues 
,ombaire et/ou sacre par administration dans les muscles des membres mfeneurs 
1 5 (gastrocnemien par exemple). 

4 Utilisation d'un adenovirus recombinant dont le genome est depourvu de 
tout ou partie de la region El et de tout ou partie de la region E3 et/ou E4, comprend 
un acide nucleique d'interet, pour la preparation d'une composition pharmaceunque 
destinee au transfert dudit acide nucleique dans les motoneurones medullars par 

20 administration intramusculaire. 

5. Utilisation selon l'une quelconques des revendications 1 a 4 caracterisee en 
ce que l'adenovirus est un adenovirus d'origine humaine. 

6. UtiUsation selon rune quelconques des revendications 1 a 4 caracterisee en 
ce que l'adenovirus est un adenovirus d'origine animale. 

25 7 Utitisation selon l'une des revendications precedentes caracterisee en ce 

que 1'acide nucleique d'interet est insere dans le genome de l'adenovirus au niveau de 
la region El, E3 ouE4. 

8 Utitisation selon l'une quelconques des revendications 1 a 4 caracterisee 
en ce que 1'acide nucleique d'interet code pour une substance neuroacuve. 
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9. Utilisation selon la revendication 8 caracterisee en ce que l'acide nucleique 
d'interet code pour un facteur de croissance, un facteur neurotrophique, une cytokine, 
un neurotransmetteur ou une enzyme, ou un recepteur. 

10. Utilisation selon la revendication 8 caracterisee en ce que Tacide 
5 nucleique d'interet comprend en outre des signaux permettant 1'expression de la 

substance neuroactive dans les motoneurones. 



11. Utilisation selon Tune quelconques des revendications 1 a 4 caracterisee 
en ce que radministration intramusculaire est realisee par injections en plusieurs points 
d'un meme muscle. 
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